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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a lékaiskych véd

Kandidat: Mgr. Katerina BlaZickova

Skolitel: Doc. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Nazev disertacni prace: Vztah tkanového a solubilniho endoglinu k endotelové dysfunkei a

moznosti jejich ovlivnéni

Ateroskleroza je komplexni zanétlivé onemocnéni a jako soucast kardiovaskularnich
chorob je hlavnim zdrojem morbidity a mortality na svété. Prvotnim dé&em v rozvoji
aterosklerdzy je endotelova dysfunkce, kterd je charakterizovana narusenim homeostazy
endotelu. Lékem volby v terapii aterosklerézy jsou statiny, které snizuji hladinu LDL
cholesterolu a ptiznivé ovliviiuji hladiny HDL cholesterolu. Statiny vSak mayji i Siroké spektrum
dalsich 0¢inkd, které jsou souhrnné oznacovany jako nelipidové nebo tzv. pleiotropni. Mezi

funkce a dale antioxidacni, antiinflamatorni, antitrombogenni a antiprolifera¢ni uc¢inky.

NejpouZivangj$im zvifecim modelem pro studium aterosklerézy je myS. Diky dieté
S vysokym obsahem lipidil a genetické prave jsme schopni pozménit lipidové spektrum u mysi
a navodit aterosklerotické zmény jiz v utlém veéku. Béhem procesu aterogeneze dochazi
Vv cévach k patologickym zménam na imunologické, morfologické a funkéni tirovni. Dillezitou
roli béhem téchto zmén hraje signalizacni kaskddu transformujiciho ristového faktoru

(TGF-B).

Hlavnim tématem publikaci v této disertacni praci byla uloha endoglinu (pomocného
TGF-B receptoru III) a jeho solubilni formy v endotelové dysfunkci U vybranych mysSich

modell. Zvysena exprese endoglinu a zmény hladin solubilniho endoglinu byly prokazany u
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mnoha kardiovaskularnich onemocnéni jako je aterosklerdza, hypertenze, diabetes mellitus Il a

preeklampsie.

U ApoE deficientnich mysi jsme prokazali, ze endoglin Vv aterosklerotickych platech
cévniho endotelu neni exprimovan spole¢né s adheznimi molekulami (ICAM-1 a P-selektin) a
pravdépodobné se tak nepodili na akumulaci leukocytl a jejich prostupu pres endotel v pribéhu

aterogeneze.

U mysi s vysokou hladinou lidského solubilniho endoglinu v plazmé (Sol-Eng™) na
standardni dieté se ndm nepodatilo prokazat endotelovou dysfunkci v aorté. V dalsi studii vSak
podani vysokotukové diety vedlo u stejnych mysi k aktivaci pro-zanétlivych ukazateli
(ICAM-1, P-selektin, COX-1 a pNF«kB) a ukazateli oxida¢niho stresu (NOX-1, NOX-2 a
HO-1). Vazodilata¢ni odpoveéd aorty zavisla na oxidu dusnatém byla poSkozena u skupiny
S nizkymi hladinami solubilniho endoglinu v plazmé¢ a u skupiny s vysokou hladinou
solubilniho endoglinu byla zachovana. Tato data ukazuji, Ze vysoké hladiny solubilniho
endoglinu v kombinaci s cholesterolovou dietou vedou k aktivaci zanétlivych a oxida¢nich

ukazatelt a stejné tak k aktivaci vasoprotektivnich mechanismul.

Ulohu  solubilnjho  endoglinu v endotelové  dysfunkci a jeho  vztah
k hypercholesterolémii jsme diskutovali v ptehledovém c¢lanku. Prokazali jsme pozitivni
korelaci u C57BL/6]J mysi, apoE deficientnich mysi krmenych standardni dietou, u apoE
deficientnich a apoE/LDLR deficientnich mysi krmenych cholesterolovou dietou. Nejvyssi
hladina solubilniho endoglinu byla pozorovana u apoE/LDLR deficientnich mysi krmenych
cholesterolovou dietou, tedy u skupiny s nejvétsi progresi aterosklerdzy. V této studii jsme
zarovenl shrnuli soucasné poznatky o solubilnim endoglinu a jeho vztahu k endotelové
dysfunkci a aterogenezi. Ptrepokladame, ze solubilni endoglin je zajimavym ukazatelem

progrese a 1écby mnoha kardiovaskularnich onemocnéni spojenych s endotelovou dysfunkeci.



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Candidate: Msc. Katerina Blazickova

Supervisor: Assoc. Prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Title of Doctoral Thesis: Tissue and soluble endoglin relation to the endothelial dysfunction and

possible treatment

Atherosclerosis is a complex inflammatory disease and it represents a major source of
morbidity and mortality in the world as a part of cardiovascular diseases. Endothelial
dysfunction represents the first step in the development of atherosclerosis and it is characterized
by disruption of endothelial homeostasis. Statins are drugs of choice in the treatment of
atherosclerosis and they can decrease LDL cholesterol levels and positively affect levels of
HDL cholesterol. Statins, however have a wide range of other effects, which are referred to
non-lipid or pleotropic effects. The most important non-lipid effects of statins are lipid-
independent modulation of endothelial function, antioxidant, anti-inflammatory,

antithrombogenic and antiproliferative effects.

The most widely used animal model for the study of atherosclerosis is the mouse model.
Thanks to a high fat diet and genetic modification, we are able to modify lipid profile in mice
and induce atherosclerotic changes even at early age of mice. During the process of
atherogenesis in the arteries, pathological changes occur on the immunological, morphological
and functional levels. Signaling pathway of transforming grow factor beta (TGF-) plays an

important role during these processes.

The publications presented in this thesis mainly focus on the role of endoglin (auxiliary
TGF-p receptor III) and its soluble form in endothelial dysfunction in selected mouse models.
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Changes of endoglin expression and increased levels of soluble endoglin were demonstrated in
many cardiovascular diseases including atherosclerosis, hypertension, type Il diabetes mellitus

and preeclampsia.

We have demonstrated that endoglin is not expressed with adhesion molecules
(ICAM-1, P-selectin) in aortic endothelium of atherosclerotic plaques in apoE deficient mice
during atherogenesis and thus endoglin is probably not involved in the accumulation and

transmigration of leukocytes during atherogenesis.

We could not demonstrate endothelial dysfunction in the aorta of mice with high levels
of human soluble endoglin (Sol-Eng®) in plasma on chow diet. Administration of high fat diet
to these mice resulted in activation of pro-inflammatory markers (ICAM-1, P-selectin, COX-1
and pNFkB) and induced oxidative stress (NOX-1, NOX-2 and HO-1) in aorta. The
endothelium-dependent vasodilatation of aorta was more impaired in the group with low levels
of soluble endoglin in plasma and preserved in group with high levels of soluble endoglin in
plasma. These results suggest that high concentrations of soluble endoglin in plasma induce the
activation of pro-inflammatory, pro-oxidative as well as vasoprotective mechanisms in the
vessel wall. The role of soluble endoglin in endothelial dysfunction and its relationship with
hypercholesterolemia were discussed in our review article. We have demonstrated a positive
correlation of soluble endoglin and hypercholesterolemia in C57BL/6J mice, apoE deficient
mice on chow diet, apoE deficient and apoE/LDLR deficient mice on cholesterol diet. The
highest levels of soluble endoglin were observed in apoE/LDLR deficient mice fed cholesterol
diet — the group with the highest progression of atherosclerosis. In this study, we also
summarized current knowledge of soluble endoglin and its relation to endothelial dysfunction
and atherogenesis. We suggest that soluble endoglin represents an interesting biomarker of
progression and treatment of many cardiovascular diseases associated with endothelial

dysfunction.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ALK
AMK
ATV
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eNOS
ERK
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HIF-1
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ROS
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SOD-3
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endotelin 1

hereditarni hemoragicka teleangiektazie
hypoxii indukovany faktor 1
3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A
hemoxygenaza 1

heat shock protein 90
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intercellular cell adhesion molecule, intercelularni adhezni molekula

Kruppel-like faktor 6
mitogenem aktivovana proteinkindza
membranove vazana metaloproteindza 14

oxid dusnaty

platelet endothelial cellular adhesion molecule 1, desti¢kové endotelova

adhezni molekula

fosfatidylinositol 3-kinaza

receptory aktivované proliferatory peroxizomil
reaktivni kyslikovy radikal

solubilni endoglin

superoxid dismutaza 3



SP1
TGF-B
TGF-BRI
TGF-BRII
TNFa
VCAM:-1

specificky protein 1

transformujici ristovy faktor

receptor I transformujiciho rastového faktoru 3
receptor Il transformujiciho rustového faktoru 3
tumor nekrotizujici faktor o

vascular cell adhesion molecule 1, bunééna adhezni molekula
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1. Uvod

Ateroskleroza je podkladem vétsiny kardiovaskularnich onemocnéni, které se stale fadi
mezi nejcastéjsi priciny umrti dnesni doby. Jedna se o komplexni zadnétlivé onemocnéni, které
je ovlivnéno fadou rizikovych faktort, jako je ve€k, pohlavi, hypercholesterolémie, koufeni,

stres, nadmérna konzumace alkoholu a dieta.

Prvotnim déjem vrozvoji aterosklerézy je endotelova dysfunkce, kterd je
charakterizovana narusenim homeostazy endotelu s vyssi vazokonstrikéni a protrombotickou
aktivitou. Endotelovou dysfunkci déle charakterizuje snizend produkce oxidu dusnatého (NO),
endotelové NO syntazy (eNOS) a vyssi exprese adheznich molekul. Nejcastéji
predepisovanymi 1éCivy v terapii aterosklerdzy jsou statiny. Jedna se o inhibitory 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-koenzym A (HMG-CoA) reduktazy, kli¢ového enzymu v syntéze cholesterolu.
Statiny prokazateln¢ snizuji plazmatické hladiny LDL cholesterolu a riziko infarktu myokardu

a cévni mozkové ptihody.

Clenové signalizaéni kaskady transformujiciho ristového faktoru p (TGF-P) hraji
klicovou ulohu v regulaci funkce endotelovych bunék. Tkanovy endoglin (ENG) jako soucast
TGF-p receptorového komplexu ma vyznamnou tllohu v rozvoji endotelové dysfunkce a béhem
aterogenniho procesu. ZvySené hladiny jeho solubilni formy (SENG) byly prokazany u pacientti
S preeklampsii a mnoha kardiovaskularnimi onemocnénimi, jako je hypertenze, aterosklerdza
¢i diabetes mellitus II. sSENG by tedy mohl ptedstavovat ukazatel progrese a lécby

kardiovaskularnich onemocnéni spojenych s endotelovou dysfunkeci.

Tato disertatni prace byla vypracovdna jako soucast dlouhodobého vyzkumu
aterosklerézy na Katedie biologickych a lékarskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci

Kralové pod vedenim Doc. PharmDr. Petra Nachtigala, Ph.D. Vénuje se predevsim roli
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endoglinu a jeho solubilni formy v rozvoji endotelové dysfunkce a aterosklerézy u riznych

myS$ich modeld. Prace je koncipovéana jako komentovany soubor publikaci.
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2. Teoreticka cast

2.1 Morfologické zmény béhem aterogenniho procesu

Ateroskler6za je obecné povazovéana za zanétlivé onemocnéni, pti kterém dochézi ke

kumulaci lipida v arterialni sténé, zejména pak LDL cholesterolu [1].

Lumen zdravé arterie vystyld jedna vrstva tésné priléhajicich endotelovych bunék
lezicich na bazalni membrané extracelularni matrix. Endotelové buiiky tvoii dynamickou
bariéru mezi lumen arterie a stromatem arterialni stény a podili se na cel¢ fad¢ funkci, véetné
krevniho srazeni, prostupu leukocytti do stény cévy a regulaci cévniho tonu. Naruseni této
dynamické bariéry muze vést k rozvoji endotelové dysfunkce, ktera je prvotnim jevem v rozvoji

ateroskler6zy [2].

Mezi rizikové faktory vzniku endotelové dysfunkce patii zvySeny a modifikovany LDL
cholesterol, volné¢ radikaly vznikajici v dasledku koufeni, hypertenze, diabetes mellitus
zejména II typu, genetické modifikace a infekce zptisobené mikroorganismy. Dochazi k rozvoyji
fady kompenza¢nich mechanismii, které ovlivituji pfirozenou homeostazu cévniho endotelu.
ZvySuje se pfilnavost desticek a leukocytd k endotelu a zaroven jeho propustnost.

Antikoagula¢ni charakter endotelu se méni smérem k pro-koagula¢nimu [1].

Pro pocatecni léze je charakteristické lokalni ukladani lipidi v podobé takzvanych
lipidovych prouzkl. Tyto prouzky jsou reprezentovany lozisky makrofagl v intimé cévy a
mizeme je u lidi pozorovat jiz v utlém veéku [2]. Dalsi fazi aterosklerotického procesu je tvorba
takzvanych fibro-lipidovych 1ézi vznikajicich primarné v predispozi¢nich oblastech, jako jsou
koronarni arterie, bi'iSni aorta a nékteré tseky karotid u lidi [3]. Jadro 1éze tvoii tukové latky a
nekrotickd tkan. Migrace a proliferace bunék hladké svaloviny vede ke tvorbé fibrézni

Cepicky (Obr. 1), ktera tvofi ochrannou vrstvu mezi lumen arterie a 1ézi [1].
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Aterosklerotické platy 1ze klasifikovat dle charakteru jadra a fibrézni ¢epicky. Stabilni

ateroskleroticky plat je charakterizovan malym nekrotickym jadrem a tlustou fibr6zni cepickou.

Nestabilni plat je naopak tvofen velkym nekrotickym jadrem a tenkou fibrézni ¢epickou, ktera

jenachylna k prasknuti. Néasledny vznik trombozy je pticinou az poloviny akutnich koronarnich

ptihod a infarktl myokardu [4, 5] (Obr. 2).

Formation of Fibrous-cap formation

Macrophage accumulation
necrotic core

Obrdzek 1: Vznik pokrocilé aterosklerotické Iéze. Fibrozni cepicka tvofi ochrannou vrstvu mezi lumen a
nekrotickym jadrem léze, kde se hromadi makrofdgy a dalsi bunécné elementy [1].

Thinning of fibrous cap Hemorrhage from plaque
microvessels

Plaque rupture

Obrdzek 2: Nestabilni ateroskleroticky pldt. Makrofdgy uvoliiuji proteolytické enzymy, které ztencuji
fibrozni Cepicku. Ztencovani fibrozni Cepicky vede k prasknuti pldtu a k ndslednému vzniku trombdzy

[1].
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2.2 Endotelova dysfunkce

Cévni endotel je povazovan za aktivni parakrinni, endokrinni a autokrinni organ, ktery
se podili na regulaci cévniho tonu a udrzovani cévni homeostdzy. Endotelova dysfunkce
piredchazi vzniku aterosklerotickych 1¢ézi a podili se na jejich tvorbé zvySenim syntézy
adheznich molekul, zvySenou sekreci chemokini a adherenci leukocytli, zvySenou cévni
permeabilitou a oxidaci LDL c¢astic, aktivaci desticek a proliferaci a migraci bun¢k hladké
svaloviny. Endotelovou dysfunkci dale charakterizuje sniZzena produkce oxidu dusnatého (NO),
snizena exprese enzymu endotelové NO syntazy (eNOS) a nerovnovaha mezi endotelem

produkovanymi relaxa¢nimi a konstrikénimi faktory [6].

2.2.1 Vyznam bunéénych adheznich molekul ve vztahu k endotelové

dysfunkci

Adhezni molekuly zajist'uji komunikaci mezi leukocyty a buiikami endotelu a hraji tak
diilezitou roli v ¢asné fazi ateroskler6zy. Nékteré adhezni molekuly se povazuji za ukazatele
endotelové dysfunkce a za ukazatele kardiovaskularniho rizika [7, 8]. Byly popsany nasledujici

skupiny adheznich molekul: selektiny, integriny, imunoglobuliny a kadheriny [9, 10].

Selektiny jsou zodpovédné za pocateéni stadium adheze leukocytt, kdy dochazi
k takzvanému kutaleni leukocytd po endotelu [11] (Obr. 3). Interakei se svymi ligandy vytvari
selektiny kiehké vazby mezi aktivovanymi endotelovymi buiikami a leukocyty. Jednd se o
glykoproteiny obsahujici lektinovou doménu a jejich ndzev je odvozen od mista nejCastejsi
exprese. E-selektin je specificky pro endotelové buiiky a zprosttedkovava adhezi leukocytti na
cévni endotel. P-selektin se nachédzi v alfa granulich desticek a Weibel-Paladeho téliscich
endotelovych bunék a je diilezity pro interakci mezi endotelem, aktivovanymi destickami a
leukocyty. L-selektin je exprimovan na leukocytech konstitu¢né a zajistuje vazbu leukocytu na

endotel v misté zanétu [9, 12].
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Integriny jsou transmembranové glykoproteiny, které vznikaji nekovalentni vazbou
a fetézce a B fetézce. U bunck v klidovém stadiu maji integriny pouze nizkou afinitu ke
svym ligandim. Béhem aktivace buiky dojde ke zméné konformace integrinii a afinita
k ligandim se mnohonasobn¢ zvysi. Integriny jsou exprimovany vétSinou bunék, ale pouze
nékteré hraji roli v endotelové dysfunkci. B1 integriny jsou exprimovany hladkymi svalovymi
buikami a zprostiedkovavaji jejich vazbu k extracelularni matrix. B2 integriny jsou
exprimovany pouze v bilych krvinkach a interaguji s molekulami z rodiny ICAM (intercellular
cell adhesion molecule, intercelularni adhezni molekula) a zprostiedkovavaji pevnou vazbu
téchto molekul na aktivované endotelové bunky. B3 integriny jsou exprimovany destickami.
a2bB3 integrin, znamy také jako (GP) IIb/Illa, je pro desticky specificky a hraje roli v tvorbé
fibrinu. Naproti tomu a'VP3 je exprimovan i jinymi bunikami a hraje roli v pfeziti buiiky, migraci
a proliferaci. Integriny maji obvykle nékolik ligandi a tyto ligandy jsou spole¢né pro vice
integrint. Patii mezi n€ proteiny extracelularni matrix, jako jsou lamininy, kolagen, fibronektin
a jiné [9].

Imunoglobuliny jsou membranové glykoproteinové receptory obsahujici rizny pocet
extracelularnich Ig domén, které vazi ligandy. ICAM-1 je $iroce exprimovan v leukocytech a
endotelovych buiikach a jeho exprese roste po stimulaci pro-zanétlivymi cytokiny. ICAM-2 je
exprimovan V leukocytech, destickach a endotelovych bunkéch. Po stimulaci prozanétlivymi
cytokiny se jeho exprese snizuje. ICAM-3 byl detekovan v endotelovych buinikach a
leukocytech a jako jediny je exprimovan i v neutrofilech. ICAM-4 a ICAM-5 jsou exprimovany
v erytroidnich burikach a v mozku. PECAM-1 (platelet endothelial cellular adhesion molecule
1, destickova endotelova adhezni molekula) je dalSim ¢lenem rodiny imunoglobulini a je
exprimovan leukocyty, destickami a endotelovymi buitkami. PECAM-1 byl detekovan zejména
vV mezibunéénych spojich mezi endotelovymi butikami, Gi€astni se prostupu bunék pies endotel

a zajistuje jeho integritu (Obr. 3) [13]. PECAM-1 podporuje funkci endotelu jako bariéry.
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Béhem zanétu je funkce PECAM-1 narusena a zvySuje se adheze neutrofilli a leukocytli
k endotelovym bunkam, snizuje se cévni integrita a zvySuje se prostup leukocytt pies endotel
[14]. VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1, bunécna adhezni molekula) je transkripéné
indukovéan v endotelovych buiikach, mize vSak byt exprimovan i makrofdgy, myoblasty a
dendritickymi buiikami [9]. VCAM-1 se Gcastni shlukovani desti¢ek tim, ze poskytuje pevnou
vazbu mezi destickami a aktivovanym endotelem (Obr. 3). Zaroven umoziiuje migraci
leukocytd ptes endotel [15]. Bylo prokazano, ze VCAM-1 je siln¢ exprimovan v cévach

nachylnych k ateroskleréze a béhem aterogeneze hraje vyznamnou roli [16].

Kadheriny jsou transmembranové glykoproteiny, které tvoti adherentni mezibunééné
spoje nazyvané zonula adherens [10]. Ve vztahu k endotelové dysfunkci maji nejvétsi vyznam
epitelidlni E-kadherin a vaskularni-endotelovy VE-kadherin. E-kadherin byl detekovan na
penovych bunikéach v lidskych aterosklerotickych 1ézich a zda se, ze se podili na jejich agregaci
a na formovéani lipidového jadra. VE-kadherin byl rovnéZz detekovadn v lidskych
aterosklerotickych 1ézich, kde se podili na neovaskularizaci kapilar, které jsou dilezité pro
rozvoj lokalni zanétlivé reakce [17]. VE-kadherin je nezbytny pro normalni vaskulogenezi,

neoangiogenezi a hraje dulezitou roli pfi udrzeni endotelové integrity a permeability [18].

Step 1: Step 2 Step 3: Step 4:
Capture/tethering : Rolling . Firm adhesion ¢ Transmigration

L-selectin
P-selectin

E-selectin ICAM
Integrins, ICAM,VCAM PECAM

Obrazek 3: Adheze leukocyt(i a jejich prostup pres endotelovou vrstvu. Nejprve je leukocyt zachycen
pomoci adheznich molekul L a P-selektinu a ndsledné se leukocyt kutdli po endotelu. E-selektin,
integriny, ICAM a VCAM zajistuji pevnou vazbu leukocytu k endotelu a PECAM zajistuje jeho prostup
mezi endotelovymi burikami [19].
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2.2.2 Vyznam eNOS a NO v patogenezi endotelové dysfunkce

NO je hlavnim vazodilataénim medidtorem produkovanym endotelovymi buiikami. Je
syntetizovan  z L-argininu  za pomoci eNOS v piitomnosti  kofaktori, zejména
tetrahydrobiopterinu (BH4) [20, 21]. NO difunduje k buitkam hladké svaloviny, kde aktivuje
guanylatcykldzu.  Guanylatcykldza  je  enzym  katalyzujici  tvorbu  cyklického
guanosylmonofosfatu (cGMP), ktery je zodpovédny za vazodilataci. Ve zdravych cévach hraje
NO klicovou roli V udrzovani cévy v klidovém stavu inhibici bunécné proliferace, trombozy a
zanétu. Pomoci s-nitrosylace cysteinovych zbytkli nejriznéjSich proteini snizuje NO jejich

biologickou aktivitu [22].

Za fyziologickych podminek je eNOS aktivovan smykovym napétim. Tento enzym
muze byt dale aktivovan signalnimi molekulami, jako je bradykinin, adenosin, vaskularni
endotelovy ristovy faktor (VEGF) a serotonin, ktery je uvoliiovan béhem shlukovani desti¢ek
[23]. Vazodilatace mize byt navozena i zvySenou vodivosti draselnych kanald, ktera vede
K hyperpolarizaci hladkych svalovych bunék za pomoci hyperpolarizaéniho faktoru
odvozen¢ho od endotelu (EDHF). EDHF tak mtZe kompenzovat pokles vazodilatace pfi
snizené biodostupnosti NO, zejména pak v mikrocirkulaci [24]. Dalsi vazoaktivni latkou, na
NO nezavislou, je endotelem produkovany prostacyklin. Jeho vliv na vazodilataci v§ak neni tak

vyznamny [21].

Za urcitych okolnosti (napf. vyCerpani kapacity antioxida¢nich enzymi) miize zvySena
produkce reaktivnich kyslikovych radikala (ROS) pfispivat k endotelové dysfunkei aktivaci
endotelu. DileZitym zdrojem ROS jsou mitochondrie. Behem oxidaéni fosforylace je produkce
ROS ve vzajemné rovnovaze s produkci superoxid dismutazy 3 (SOD-3) — enzymu, ktery
superoxidovy radikal pfeménuje na méné toxicky peroxid vodiku [25]. Tato rovnovaha muize
byt narusena pii hypoxii a u onemocnéni spojenych s obezitou, jako je diabetes mellitus 11,
ktery je charakterizovan hyperglykémii a zvySenou cirkulaci volnych mastnych kyselin [26].
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Superoxidovy anion (ROS produkovany endotelem a hladkymi svalovymi buiikami) mutze
reagovat s NO za tvorby peroxynitritu, ktery dale oxiduje BHa, coz vede k tzv. rozpojeni eNOS
(uncoupling), produkci superoxidového aniontu a snizené biodostupnosti NO [27, 28].
Interakce mezi ROS a NO tak tvofi zacarovany kruh, ktery vede k aktivaci endotelu a zanétu.
Vztah mezi kyslikovymi radikaly, NO a endotelovou dysfunkci schematicky zachycuje

nasledujici obrazek 4.

NADPH oxidase

NADPH BH, NADPH
B NADPH ' \S55H
p————

Coupled 0 Uncoupled
a;gs 2 NADPH 2 .NOS
(high BHy4) {low BHg4)

«Xanthine oxidase
NO «0; :gg;chandna
-MLP
\'/;,nl
- Catalase
ONOO H;0; — H,0

Obrdzek 4: Schéma vztahu mezi superoxidovym radikdlem a biodostupnosti NO. Oxidace BHsvede k tzv.
rozpojeni eNOS (uncoupling), coZ vede k produkci dalSich kyslikovych radikdli a sniZzené biodostupnosti
NO. Superoxid dismutdza (SOD) prevddi superoxidovy radikdl na méné toxicky peroxid vodiku.
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2.3 TGF-p signaliza¢ni kaskada

2.3.1 TGF-B cytokin

TGF-B je oznaceni pro rodinu multifunk¢nich cytokini, které jsou zapojeny do procesu
diferenciace, proliferace, migrace a pfezivani riznych typa bun¢k [29]. TGF-B cytokiny jsou
exprimovany zejména endotelovymi buiitkami, hladkymi svalovymi buiitkami, lymfocyty a
makrofagy. Hraji klicovou roli béhem vyvoje cévniho systému a embryogeneze. Béhem
angiogeneze TGF-f aktivuje mezenchymové buiiky a podporuje jejich transformaci v hladké
svalové bunky vytvarejici novou cévni sténu [30]. Vyznamné ovliviiuji i proces aterosklerozy

a restendzy [31].

U savct jsou znamy tfi rtizné isoformy — TGF-B1, TGF-f2 a TGFB-3. Do této rodiny
vSak patii i activiny/inhibiny, kostni morfogenetické proteiny (BMP) a rtstové faktory pro
diferenciaci. TGF-p cytokiny jsou vytvaieny jako neaktivni dimerni prekurzory, které musi byt
nejprve rozStépeny protedzami, aby se mohly vazat ke stejnojmennym receptorim. BMP

proteiny jsou vylu¢ovany v aktivni formé.

Vazba TGF-f cytokini na transmembranovy TGF-B receptor I (TGF-BRI) a TGF-$
receptor 11 (TGF-BRII) vede k aktivaci transkripénich faktort, tzv. Smad proteint. U savct bylo
popsano pét typa receptoru Il a sedm typu receptoru I, také nazyvanych receptor activin-like
kinazy (ALK). Dale jsou znamy dva pomocné receptory — ENG a betaglykan [32]. TGF-B1 a
TGF-B3 se mohou vazat na receptor typu II pfimo, kdezto TGF-B2 vyzaduje ptitomnost
pomocného receptoru (betaglykanu nebo ENG) [33]. Po navazani TGF-B cytokinu receptor

typu Il fosforyluje receptor typu I, ktery nasledné fosforyluje Smad proteiny.

Transkripéni Smad proteiny délime do téi skupin: regulacni (Smad 1, 2, 3, 5, 8),
mediatorové (Smad 4) a inhibi¢ni (Smad 6, 7). Aktivované regulujici Smad proteiny vytvareji

komplex se Smad 4, ktery se piesouva do jadra buiiky a reguluje expresi pfislusnych gend.
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Inhibujici Smad proteiny soutézi s regulujicimi Smad proteiny o vazbu na receptor a podnécuji
jejich degradaci ¢i defosforylaci [34]. Existuji i dal$i aktivacni cesty pro TGF-B nezahrnujici
Smad proteiny. Patii mezi né fosfatidylinositol 3-kindza (PI3K), kindza regulovana
extracelularnim signdlem (ERK), mitogenem aktivovana proteinkindza (MAP) p38 a jiné.

TGF-p signalizaci shrnuje obrazek 5.

il u Endoglin/CD105 [§

TRR-N

Plasma

q -..______rgfrn brane
-.__---‘

{ Gene Transcription & Nucleus

Quiescent ECs Activated ECs

Obrazek 5: Schéma TGF-6 signalizacni drdhy v endotelovych burikdch. TGF-6 miiZe aktivovat dva typy
receptoru | a jejich signaliza¢ni drdhy s opacnym efektem — ALK-5 s ndslednou fosforylaci Smad 2/3
nebo ALK-1 s ndslednou fosforylaci Smad 1/5. Fosforylované Smad proteiny tvofi komplex se Smad 4,
ktery v jadre endotelové buriky pusobi jako transkripcni faktor a reguluje transkripci prislusnych gend.
Endoglin (CD105) pIni v celé signalizaci roli pomocného receptoru [35].
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2.3.2 TGF-B1 cytokin a jeho vztah k aterosklerdze

TGF-B1, prvni popsany cytokin z této rodiny, se nachazi ve vysokych koncentracich
Vv cévni stén€. Isoformy TGF-B2 a TGF-B3 se v cévni stén¢ nevyskytuji viibec nebo pouze
Vv nizkych koncentracich [36]. TGF-B1 hraje dulezitou roli béhem novotvorby cév a jejich
remodelace. Déle hraje klicovou roli v aterosklerdze a restendze, reguluje endotelové buiiky,

hladké svalové bunky, makrofagy, T-lymfocyty a pravdépodobné i kalcifikaci cév [31].

Role TGF-B1 v ateroskleréze je pon¢kud kontroverzni. Nekteré studie poukazuji na jeho
antiaterogenni vliv. Inhibice TGF-B1 aktivity vedla k aterogennim zméndm v cévni stén¢ u
mySich model aterosklerdzy [37]. Delece jedné alely genu pro TGF-B1, ktera zptisobila snizeni
exprese tohoto proteinu o 50 %, vedla ke snizené diferenciaci hladkych svalovych bunék,
zvySené aktivaci endotelovych bun¢k a formaci lipidovych 1ézi po podani diety bohaté na tuky
[38]. Lécba s neutralizacni anti-TGF-B1 protilatkou navic vedla k masivnéj§imu zanétu v cévni
sténg, rychlejsi formaci lipidovych 1ézi a k tvorbé nestabilniho platu [39]. Navic bylo
prokazano, ze TGF-B1 zvysuje expresi eENOS mMRNA u hovézich aortalnich bun¢k (BAEC)
a u lidskych endotelovych bunék z pupecnikové Zily (HUVEC), coz naznacuje protektivni roli
tohoto cytokinu v cévnim endotelu. TGF-B1 také zvySuje vychytavani cholesterolu makrofagy

[40] a inhibuje expresi lipoproteinové lipazy [41].

Na druhou stranu existuje fada studii, které naznacuji mozny aterogenni vliv tohoto
cytokinu. Zvysené hladiny TGF-B1 byly nalezeny v 1ézich cévni stény [42, 43]. TGF-B1 je
moznym stimulatorem biosyntézy proteoglykanu v lidskych hladkych svalovych buikéch.
Syntéza proteoglykant, které vychytavaji lipoproteiny, muze vést k jejich akumulaci v cévni
sténé [44] a jejich nasledné chemické modifikaci [45]. Navic TGF-B1 stimuluje chemotaxi
leukocytd, coz mize piispivat k ¢asné migraci makrofagl a akumulaci lipida [42]. Protilatky
proti TGF-B1 utlumily hyperplazii intimy u potkant [46]. Podobné zvySena exprese TGF-B1
Vv nepoSkozenych cévach u potkani vedla k vytvofeni neointimy S vysSSim obsahem
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extracelularni matrix [47]. VSechna tato data naznacuji, ze by TGF-B1 mohl mit vliv na rozvoj
ateroskler6zy. Zaroven vSak TGF-B1 podporuje stabilitu platu, a tim pfedchazi akutnim

ischemickym staviim, jako je infarkt myokardu.

2.3.3 TGF-P receptor I a jeho vztah k ateroskleroze

Jak bylo zminéné diive, v sav¢ich buiikach bylo popsano 7 typt receptoru I (ALK-1 az
ALK-7) [48, 49]. V endotelovych bunikach je TGF-B1 cytokin, po vazbé na TGF-RII, schopen
aktivovat dva ruzné typy receptoru I, konkrétné ALK-5 a pro endotel specificky

ALK-1 [36].

U vétSiny typh bun€k vazba TGF-f cytokinu na ALK-5 aktivuje jaderné Smad 2 a
Smad 3 proteiny [50]. U endotelovych bunék a buné¢k mesenchymu se TGF-P cytokin vaze na
ALK-1, coz vede k fosforylaci Smad 1, Smad 5 a Smad 8 proteind, jak uz bylo uvedeno

vyse (Obr. 5).

Aktivace TGF-B/ALK-1 signalizace se podili na stimulaci proliferace a migrace
endotelovych bunék [51], zatimco TGF-/ALK-5 tyto procesy tlumi [52]. Studie signaliza¢nich
mechanismi mezi obéma receptory v$ak naznacuji, ze mezi ALK-1 a ALK-5 existuje urcita
forma interakce a vzajemného piepinani [31]. ALK-5 deficientni endotelové buniky nemaji
naruSenou jen TGF-B/ALK-5 signalizaci, ale i TGF-/ALK-1 signalizaci. Dale bylo prokazano,
ze kindzova aktivita ALK-5 je nezbytna pro aktivaci ALK-1. ALK-5 je také dileZity pro vazbu
ALK-1 na TGF-B receptorovy komplex. ALK-1 a ALK-5 maji opa¢né u¢inky na chovani
endotelovych bunék, plisobi jako antagonisté na tirovni Smad proteint, tj. na irovni transkripce

[53].

Bylo prokazano, Ze ALK-1 je miniméalné€ exprimovan v lidskych koronarnich arteriich,
které nejsou postizeny ateroskler6zou. Naopak v aterosklerotickych 1ézich byla jeho exprese

zvysena. Exprese byla pozorovana v neointim¢, endotelu koronarnich arterii a v mistech, kde

24



probihala neoangiogeneze [54]. Autoii se domnivaji, ze ALK-1 signalizace v endotelu hraje
diilezitou roli pfi vzniku aterosklerotické 1éze. Navic mize ALK-1 v aterosklerotickych 1ézich
ptispivat k regulaci proliferace a diferenciace hladkych svalovych bunék [54]. Dalsi studie
prokazala, ze ALK-1 mutze stimulovat expresi VEGF v endotelovych bunkach [55], coz
naznacuje protektivni efekt na cévni endotel pii rozvoji endotelové dysfunkce [56]. ZvySena
exprese ALK-1 byla pozorovana spolu se snizenou velikosti platt u apoE/LDLR deficientnich
mysi po 1é¢bé atorvastatinem [57]. Zaroven byla pozorovana snizena exprese ALK-1 u téchto

mysi po podani cholesterolové diety [58].

ALK-5 je pouze slabé exprimovan v intimé zdravych lidskych cév. Vysoka exprese
ALK-5 byla pozorovana jak u lipidovych prouzki, tak ve fibro-lipidovych 1ézich. U fibréznich
plati byla exprese ALK-5 naopak snizena [59], coz naznacuje, Zze ALK-5 podporuje TGF-p1
aktivitu béhem zadrZovani lipoproteini a aktivace proteolytického systému u makrofagi a
zaroven omezeni proliferace hladkych svalovych bunék v lipidovych 1ézich [59]. Na druhou
stranu, ALK-5 signaliza¢ni draha hraje vyznamnou roli pii udrzeni endotelu v klidovém stadiu

inhibici proliferace endotelovych bunék a angiogeneze [60].

Vysledny efekt TGF-B cytokinu na endotelové buiiky je pravdépodobné dan pomérem
mezi expresi ALK-1 a ALK-5. Vyssi exprese ALK-1 vede ke stimulaci proliferace a migrace
endotelovych bun¢k, naopak vyssi exprese ALK-5 tyto procesy inhibuje a udrZzuje tak endotel

Vv klidovém stadiu [53] (Obr. 6).
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Obrazek 6: Schéma ucinki ALK-5 a ALK-1 na endotelové buriky. Vyssi exprese ALK-1 vede ke stimulaci
proliferace a migrace. Vyssi exprese ALK-5 tyto procesy inhibuje [53].

2.3.4 TGF-P receptor II a jeho vztah k ateroskleréze
TGF-BRII reaguje s ruaznymi typy TGF-BRI, véetné ALK-1 a ALK-5. N¢které studie se

vSak zamétuji na samostatny TGF-BRII a jeho roli v ateroskleroze.

Vysoka exprese TGF-BRII byla pozorovana ve vét§iné bun€k zdravych cév v intimé a
médii. SniZend exprese byla pozorovana u fibroznich plati. Tato data naznacuji silnou aktivitu
TGF-B1/TGF-BRII komplexu v lipidovych prouzcich a fibro-lipidovych lézich. ZvySena
exprese TGF-BRII byla také pozorovana v lidskych aterosklerotickych lézich (zejména
v intimé&, hladkych svalovych bunkéach, makrofazich a endotelovych buiikdch) v porovnani se

zdravymi cévami [61].

Mutace TGF-BRII u lidi vedla k naruSené TGF- signalizaci, coZ zplisobilo rezistenci
k apoptoze, ktera je rovné€z spojovana S progresi aterosklerozy [62, 63]. Hladké svalové buiky
Vv aterosklerotickych lézich maji snizenou expresi TGF-BRII bez vyrazné zmény exprese
TGF-BRI v porovnani se zdravymi cévami. Rovnéz bylo popsano, ze v platech lidskych cév je

exprese TGF-BRII mnohem variabilngj$i, oproti relativné konstantni expresi TGF-BRI. Navic,
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exprese TGF-BRII casto zcela chybi v lézich koronarnich a karotickych arterii. Transfekce
TGF-BRII do takto postizenych bun¢k pak dokaze castecné odpoveéd na TGF-f cytokin obnovit,
coz naznacuje, ze signalizace jinak zistava nenarusena [63]. Tato data poukazuji na moznou

protektivni roli TGF-BRII v ateroskleroze, jeho pfesnd uloha vSak dosud neni objasnéna.
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2.4 Tkanovy endoglin

2.4.1 Struktura tkanového endoglinu

Endoglin (CD105, TGF-B receptor III, ENG) je transmembranovy homodimerni
glykoprotein tvofeny dvéma 95 kDa podjednotkami spojenymi disulfidickou vazbou [64, 65].
RozliSujeme  extracelularni doménu  tvofenou 561  aminokyselinami  (AMK),
transmembranovou doménu tvoienou 25 AMK a intracelularni doménou tvoienou 47 AMK,
ktera jiz neni soucasti signaliza¢ni drahy [66].

Rozlisujeme dvé isoformy ENG — predominantni L-isoformu a minoritni S-isoformu.
Tyto isoformy se od sebe li§i v aminokyselinové sekvenci svych cytosolickych domén. U
L-isoformy je doména tvotena 47 AMK, u S-isoformy pouze 14 AMK [67]. Ob¢ isoformy se

vzajemné 1i8i na Grovni fosforylace [68] a ve schopnosti regulace TGF-p signalizace [69].

2.4.2 Exprese tkanového endoglinu u lidi a zvirat a jeho funkce

Exprese ENG je omezena piedev§im na bunky cévni stény, jako jsou endotelové bunky,
monocyty, makrofagy a rizné mesenchymalni bunky, véetné fibroblasti a hladkych svalovych
bunék [70]. Exprese ENG se v cévach zvySuje béhem riznych patologickych stavi, jako je
hypoxie nebo poSkozeni cévy. Zvysena exprese ENG navozena hypoxii se projevuje soucasnou
stimulaci a formaci transkripéniho komplexu, zahrnujiciho Smad 3/Smad 4, specificky
protein 1 (SP1) a hypoxii indukovany faktor 1 (HIF-1) [71]. Bylo prokazano, ze vzajemna
interakce mezi transkripénimi faktory SP1 a Kruppel-like faktorem 6 (KLF6) je nezbytna pro
transkripci endoglinu béhem poskozeni cévy [72]. Exprese KLF6 se zvySuje po poSkozeni cévy,
zatimco SP1 je exprimovan ve zdravé tkani, kde je nezbytny pro bazalni expresi ENG [73].
Exprese ENG muze byt rovnéz stimulovana pomoci TGF-B signaliza¢ni drahy a Smad
transkripcnich faktort [69]. Naopak tumor nekrotizujici faktor a (TNFa) snizuje expresi ENG

v endotelovych bunkach [74].
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Obecné je exprese ENG spojovéna s vyvojem kardiovaskuldrniho systému, vyvojem
cévniho fecisté, angiogenezi a cévni homeostazou [75].

ENG je nezbytny pro vyvoj hladkych svalovych bun¢k. Ukézalo se, ze ENG deficientni
svalovych bunék vede k zdvaznym defektim pfi angiogenezi a vyvoji kardiovaskularniho
systému [76]. Exprese ENG v hladkych svalovych burnkach také hraje dilezitou roli v regulaci

inhibice migrace navozené¢ TGF-f [77].

2.4.3 TKkanovy endoglin a jeho vztah Kk endotelové dysfunkci a
ateroskleroze
Exprese ENG v endotelovych bunkach, hladkych svalovych buinikach a makrofazich
naznacuje jeho moZnou roli v aterogenezi. Ve zdravych cévach je exprese ENG v endotelovych
a hladkych svalovych burikach velmi slaba. Siln&jsi exprese ENG a jeho koexprese s TGF-BRI
a TGF-BRII byla pozorovéna v aterosklerotickych 1ézich lidské aorty. Vyssi exprese ENG byla
pozorovana v makrofazich, hladkych svalovych bunikdich a endotelovych buitkkach u

pocinajicich 1ézi, v porovnani s pokrocilejsimi 1ézemi [61].

V endotelovych bunikach hraje ENG roli pfedevs§im jako stimulator proliferace [78]
a muZze ovlivitovat expresi eNOS. Pokles exprese eNOS byl pozorovan u heterozygotnich ENG
deficientnich mys$i, coZ vedlo k naruSené vazodilataci zavislé na endotelu. Navic NO
produkovany pomoci eNOS hraje pravdépodobné klicovou roli v angiogenezi, ktera je na ENG
zavisla [79]. ENG je také nezbytny pro eNOS aktivaéni komplex, stabilizuje eNOS protein a
napomaha asociaci eNOS s heat shock proteinem 90 (Hsp90), coz naznacuje dtlezitou roli ENG
ve spravné funkci endotelu a regulaci cévniho tonu [80]. ENG zvySuje hladinu Smad 2 a
zaroven jeho fosforylaci a stabilizaci, coz vede ke zvySeni exprese eNOS v endotelovych
bunkach. Studie na mySich modelech aterosklerozy prokazaly silnou koexpresi ENG a eNOS

v cévnim endotelu pokryvajicim aterosklerotické platy [81]. VSechny tyto studie poukazuji na
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silnou vazbu mezi ENG a eNOS a na mozny protektivni vliv ENG béhem rozvoje endotelové

dysfunkce.

2.4.3 Tkanovy endoglin a statiny
Statiny jsou Siroce pouzivanymi 1éCivy v terapii hypercholesterolémie. Jedna se o
inhibitory HMG-CoA reduktazy, klicového enzymu v syntéze cholesterolu. Diky inhibici
endogenni syntézy cholesterolu dochazi ke zvySené expresi LDL receptorii a zvySenému
vychytavani LDL ¢astic v jatrech [82, 83]. Statiny dale inhibuji syntézu apolipoproteinu B-100

v hepatocytech a snizuji tak produkci a sekreci lipoproteinti bohatych na triglyceridy [84].

Obecné jde o latky dobie tolerované a bezpecné [85]. Klinické studie prokazaly, Ze
statiny snizuji relativni riziko koronarni ptihody a pfinasi prospéch pro pacienty s vysokym
rizikem komplikaci u ischemické choroby srde¢ni. Hlavnim neZadoucim Uc¢inkem statini je
toxické plisobeni na jatra a svaly, tzv. rhabdomyolyza. Vyskyt t€chto nezddoucich G¢inka je
vsak vzacny a souvisi s davkou statinti a je ovlivnén i dal§imi lékovymi interakcemi [84].

Krom¢ u¢inkli na plazmatické proteiny byly u této skupiny léCiv prokazany tzv.
nelipidové Gc¢inky statinli byva fazena na lipidech nezavisla modulace endotelové funkce, dale
antioxidacni, antiinflamatorni, antitrombogenni a antiproliferacni ucinky. Statiny blokuji
syntézu L-mevalonatu, coz vede ke sniZené tvorbé cholesterolu a zaroven i signalnich molekul,
které jsou klicové u zanétlivych a imunitnich déji. Nejvetsi vyznam ma zfejme plisobeni statint
na Rho/Rho kinazy (enzym vapnikové senzitizace v bunikach hladké svaloviny cév), kde diky
inhibici syntézy mevalonatu nedochazi k posttransla¢ni modifikaci pomoci isoprenylace, ktera
je dalezitym krokem pro aktivaci té€chto proteini. Vyznamné je i ovlivnéni Rac (G-protein

dulezity pro remodelaci cytoskeletonu a produkci ROS) a aktivace receptori aktivovanych
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proliferatory peroxizomi (PPAR), jadernych receptorli s fadou vyznamnych metabolickych

ucinka [82, 86, 87].

Statiny jsou schopné svymi nelipidovymi a¢inky ovliviiovat cévni endotel a stimulovat
produkci eNOS [88]. Zvyseny LDL cholesterol vede ke zvySeni exprese proteinu kaveolin 1,
ktery vytvaii komplex s eNOS a tim inhibuje uvoliovani NO. Atorvastatin (ATV) je schopny
expresi tohoto proteinu sniZzovat a tim zlepSovat endotelovou dysfunkci [89]. Statiny dale
mohou zvySovat aktivitu eNOS prostiednictvim aktivace PI3-kinazy a Akt signalizace interakci
s Hsp90 proteinem, coz vede k fosforylaci eNOS na Serl177 a jeho aktivaci [90, 91]. Statiny

snizuji expresi adheznich molekul [92], coz opét vede ke zlepSeni endotelové dysfunkce.

Dulezitym regula¢nim proteinem pro ucinek statinti na cévni endotel je tkanovy ENG.
Podani ATV spolecné s cholesterolovou dietou u apoE/LDLR deficientniho mysiho modelu
vedlo Kk signifikantnimu snizeni celkového, VLDL i LDL cholesterolu, redukci hladin SENG a
vyraznému zmensSeni velikosti platl. Soucasné vedlo podavani ATV k narGstu exprese
tkanového ENG, ALK-1, p-Smad 1 a VEGF oproti skupiné bez statinti [57]. V navazujici studii
byla prokdzana aktivace ateroprotektivni ENG/ALK-5/Smad 2/eNOS signaliza¢ni kaskady za
soucasného sniZeni velikosti platd. Soucasné byla prokézana koexprese téchto protektivnich
markert S ENG [81]. Dalsi studie prokazala, ze ATV zabrafiuje poklesu exprese ENG a eNOS
u endotelovych bun€k vystavenych zédnétu. Zvysena exprese eNOS po podani ATV je navic u
téchto bunék zavisla na expresi ENG [93]. Vysledky téchto studii dokazuji, Ze ENG hraje

ditlezitou regulaéni roli béhem pisobeni statinll v cévnim endotelu.
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2.5 Solubilni endoglin

2.5.1 Vznik solubilniho endoglinu a jeho struktura

Solubilni endoglin (sENG) pfedstavuje extracelularni doménu tkanové formy ENG
uvolnénou do cirkulace za pomoci membranové vazané metaloproteinazy (MMP-14) (Obr. 7).
Studie na endotelovych buiikach prokazaly, ze MMP-14 se ucastni Stépeni ENG v pozici 586
uvoliujici téméf celou extracelularni doménu ENG. Zaroveil je MMP-14 nejvice exprimovanou
metaloproteinazou v endotelovych bunkach [94]. Vysoké hladiny SENG byly pozorovany u

mysi se zvySenou expresi MMP-14 [95].

Soluble Endoglin

Endoglin
Protease ﬁj:
(MT1-MMP)
EC SS-
-5-5- — — .
_____ k1. Ligand binding {TGF-p superfamily)
TM g £ r Anti-angiogenic activity
CYT Regulation of vascular homeostasis

Obrdzek 7: Vznik sSENG proteolytickym Stépenim extraceluldrni domény tkdriového ENG pomoci
proteindzy MMP-14 (MT1-MMP) [75].

2.5.2 Vztah solubilniho endoglinu k hypercholesterolémii a endotelové

dysfunkci

Hypercholesterolémie je jednim z nejvice studovanych rizikovych faktorti ve vztahu
k endotelové dysfunkci a ateroskleroze. Zvysené hladiny sENG v séru byly pozorovany u
pacienti s aterosklerozou. Tyto hladiny korelovaly s vysokymi hladinami celkového
cholesterolu, nebyla v§ak pozorovana spojitost s dal$imi ukazateli endotelové dysfunkce, jako
je napft. exprese E-selektinu [96]. Jina studie ukazala, Ze se hladiny SENG zvysuji v po¢ate¢nim
stadiu ateroskler6zy jako nasledek poskozeni endotelovych bunék a v pozdéjSim stadiu
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aterosklerdzy tyto hladiny klesaji diky asociaci ENG s TGF-f1 [97]. Vysoka hladina sENG
byla pozorovdna u pacientll s familiarni hypercholesterolémii a jeho hladina se snizovala

spole¢né s celkovym cholesterolem béhem LDL-aferézy [98].

Byla také pozorovana souvislost mezi SENG a dalSimi rizikovymi faktory endotelové
dysfunkce, jako je zanét a oxidac¢ni stres. Vysoké hladiny SENG byly pozorovany u
endotelovych bunék po podani TNF-a a po navozeni oxidac¢niho stresu pomoci peroxidu vodiku
[99]. Na druhou stranu, antioxida¢ni enzym hemoxygenaza 1 (HO-1) inhibovala uvoliiovani

SENG z endotelovych bun¢k a placenty [100].

Hladina sENG je povazovana za mozny ukazatel hypertenze a cévnich patologii
spojenych s diabetem. Zvysené hladiny sENG byly pozorovany u pacientl s retinopatii,

diabetem a hypertenzi v porovnani se zdravymi jedinci [101].

sENG je také povazovan za indikator starnuti endotelovych bunék, zanétu a oxida¢niho
stresu v srde¢nich cévach [99]. ZvySena hladina sENG je rovnéZz spojovana s morfologii
aterosklerotického platu a byla prokazana korelace s nestabilni anginou pectoris, akutnim

infarktem myokardu a remodelaci srdce po infarktu [102].

Studie na mySim modelu ateroskler6zy prokazala, Zze hladiny SENG byly zvySené
spole¢né s celkovym cholesterolem a velikosti plati po podani cholesterolové diety. Zaroven
byla pozorovéana snizend exprese tkaniového ENG v aorté. Podani ATV u tohoto modelu vedlo
nejen ke zmenseni velikosti plati a hladin celkového cholesterolu, ale i ke snizeni hladin SENG
za soucasného zvysSeni exprese tkanového ENG v aorté¢ [57]. V dalsi studii byla rovnéz
prokazana korelace mezi hladinami celkového cholesterolu a hladinami sENG u nékolika
mysich modeld (C57BL/6J, apoE/LDLR a apoE deficientni mysi) [103]. Z vyse uvedenych

poznatk tedy vyplyva, Ze by sSENG mohl slouzit jako dobry ukazatel endotelové dysfunkce a
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kardiovaskularnich onemocnéni. Jeho role v patogenezi endotelové dysfunkce vsak stale neni

objasnéna.

2.5.2 Solubilniho endoglin a endotelova dysfunkce v riiznych &astech

cévniho FeciSté
Jak uz bylo zminéno, sENG piedstavuje mozny ukazatel endotelové dysfunkce.
Otazkou je, zda se mtize pfimo podilet i na jejim vzniku. sENG je schopen inhibovat
angiogenezi. Studie u mysi, kterym byl podavan adenovirus uvolnujici sENG, prokazala
zvySenou cévni permeabilitu v plicich, jatrech a ledvinach. Dalsi soucasti téZze studie bylo
podavani rekombinantniho sSENG potkantim, které¢ vedlo k naruseni vazby TGF-B1 cytokinu na
TGF-BRII a naruseni Smad 2/3 signalizace, coz vedlo k inhibici na eNOS zavislé vazodilataci
u izolovanych potkanich rendlnich a mezenterickych cév. Zavérem obou vysledkl studie byl
piedpoklad, ze SENG muze mit hypertenzni efekt [104]. Hypertenze a endotelova dysfunkce je
hlavnim podkladem preeklampsie, kde je sENG povazovan za ukazatel zavaZznosti tohoto

onemocnéni [104, 105].

V dalsi studii bylo prokazano poskozeni endotelu v mezenterickych cévach po pouZziti
adenoviru uvoliujiciho sENG. Doslo k neutralizaci efektu TGF-f a VEGF za soucasného
zvySeni exprese P-selektinu a kutaleni leukocytd po endotelu, ke zvySeni hladin solubilniho

VCAM-1 a E-selektinu a k poskozeni vazodilatace [56].

Navzdory vySe uvedenym poznatkiim, pfesny mechanismus pisobeni SENG ve smyslu

indukce endotelové dysfunkce dosud neni znam.

2.5.3 Solubilni endoglin a jeho vztah k TGF-p signalizaci
Nékolik studii prokazalo, ze sENG je schopen ovliviiovat TGF-B signalizaci a
pravdépodobné plisobi jako antagonista TGF-B. Prvni studie zabyvajici se interakci sSENG a

TGF-B prokazala, ze zvySené hladiny SENG vedly ke snizené TGF-B aktivaci a

34



proaterogennimu efektu [97, 106]. SENG je schopen snizovat mnozstvi aktivniho nevazaného

TGF-B [107].

SENG soutézi s TGF-f1 cytokinem o vazbu na receptor a oslabuje eNOS aktivaci
v endotelovych bunkach [104]. SniZzena exprese eNOS je pfitom spojovana se zvySenou expresi
adheznich molekul v endotelovych bunkéach, zvySenou cévni permeabilitou, poskozenou
vazodilataci, rozvojem endotelové dysfunkce, arterialni hypertenzi a aterosklerézou [108], coz

opét poukazuje na mozné proaterogenni ucinky sENG.

Nékolik studii piedpokladalo ptimou vazbu TGF-B1 a SENG v cirkulaci. Avsak afinita
TGF-B1 k TGF-BRII je mnohem vyssi nez afinita TGF-B1 k SENG [109, 110], z ¢ehoz vyplyva,
7ze SENG snejvétsi pravdépodobnosti neni schopen piimé vazby TGF-B1 cytokinu bez
ptedchoziho vzniku komplexu sENG s TGF-BRII [111]. Soucasna studie dokonce vyvraci
pfimou vazbu TGF-B1 a sENG a ptedpoklada vazbu sENG spise k dalsim biologicky aktivnim
molekulam, jako je BMP-9. Ve zminované studii dale prokazali, ze TGF-BRII dokaze
jednoduse vazat TGF-B1 cytokin a zabranit tak Smad 1, 5, 8 fosforylaci, zatimco sENG tuto
schopnost nema. sENG je ale schopny vazat BMP-9 a nasledné zabranit Smad 1, 5, 8
fosforylaci, kterou BMP-9 aktivuje [109]. Vazbu SENG a BMP-9 potvrzuje i dalsi studie [112].
Vliv BMP-9 na cévni patologii vSak nebyl dosud objasnén. Jedina dostupna studie prokazuje,
ze BMP-9 pomoci signaliza¢ni drahy, zahrnujici BMP receptor II, ALK-1 a p38, zvySuje
produkci endotelinu 1 (ET-1) [113], ktery je dulezity pro cévni stabilitu a regulaci krevniho

tlaku [109].
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2.6 Mysi modely pro studium endotelové dysfunkce a aterosklerdozy

2.6.1 Normocholesterolemické mysi modely

U mysi tvofi hlavni lipoproteinovou slozku cholesterolu HDL, jsou tedy vuéi
aterosklerdze rezistentni. Existuji vS§ak kmeny, u kterych je hladina HDL nizs$i [114]. C57BL/6J
(B6) a C3H/HeJ (C3H) jsou dva nejcastéji uzivané normocholesterolemické mysi kmeny, které
jsou k aterosklerdze ruzné citlivé. U kmenu B6 muizeme v oblasti aorty pozorovat tukova
depozita po podani aterogenni diety, zatimco kmen C3H ziistava k tvorbé lipidovych prouzkii
rezistentni [115, 116]. Aterogenni dieta u kmene B6 zpusobuje vyznamnou redukci hladiny
HDL cholesterolu a zaroven dramatickou indukci exprese prozanétlivych gena v jatrech [117].
U kmene C3H k tomuto jevu nedochazi a kmeny se od sebe lisi i rozdilnou expresi proteind
oxidac¢niho stresu a lipidového metabolismu [118]. Dalsi studie prokazaly, ze za hlavni rozdily
mezi obéma kmeny jsou zodpovédné zejména endotelové bunky [116], makrofagy [119] a
hladké svalové bunky [120]. Prestoze je tedy kmen B6 oproti C3H k aterosklerdze vyrazné
citlivgjsi, vytvareji se u n&j pouze malé 1éze v oblasti kofene aorty a celkovy rozvoj
aterosklerdzy neni blizky lidskému [121]. Proto bylo potieba ke studiu ateroskler6zy hledat

vhodnéjsi model.

2.6.2 Apolipoprotein E deficientni mySi model

Apolipoprotein E (apoE) deficientni model patii k nejc¢astéji uzivanym modelim pro
studium ateroskler6zy. apoE je syntetizovan v makrofazich a jatrech a jako soucast
plazmatickych proteini slouzi k vazbé na bunécné povrchové receptory, kde vychytava
aterogenni Castice z cirkulace [122]. Diky cilenému vypnuti genu pro apoE se u mysi vyviji
zavazna hypercholesterolémie a spontanni ateroskleroza jiz na standardni dieté [123, 124].
Nasledkem snizené clearence lipoproteint z cirkulace jsou pro tento mySi model typické vysoké
hladiny LDL a VLDL cholesterolu a dochazi k rozvoji plati [123]. ApoE ma v§ak v organismu
1 antioxidacni, antiproliferativni, antiagregacni a protizanétlivou funkci, nasledky vypnuti genu
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pro apoE u tohoto modelu jsou tedy komplexnéjsi. Navic jsou hladiny VLDL cholesterolu velmi
vysoké oproti hladindm VLDL u lidi. Patologie plath je u téchto mysi také odli$na od lidskych,
coz znesnadnuje extrapolaci vysledkd ziskanych na téchto mysich do humanni oblasti [125-

129].

2.6.3 Apolipoprotein E — LDL receptor deficientni mysi model

U tohoto modelu je kromé apoE vypnut i gen pro LDL receptor, coz vede
k dramatickému  rozvoji  hyperlipidémie a aterosklerozy. K vyvoji  vyznamnych
aterosklerotickych platd dochazi jiz na standardni laboratorni diet¢ a dynamika rozvoje
aterosklerdzy je rychlejsi, nez u vySe zminénych kmend [130]. Tento model Ize s vyhodou

vyuzit pro sledovani antiaterogennich u¢inkt nékterych lé¢iv [131-133].
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2.7 Mysi modely pro studium vlivu endoglinu ve vztahu k endotelové
dysfunkci

2.7.1 Heterozygotni endoglin deficientni mysi model

Onemocnéni HHT, také znamé jako Rendu-Osler-Weber syndrom, je autozomalné
dédi¢na vaskularni porucha s prevalenci 1:8000. Pro toto onemocnéni je charakteristické
krvaceni z nosu, které je zptusobeno teleangiektazii nosni sliznice [134]. Teleangiektazie je
charakterizovana rozSifenymi krevnimi cévami, kdy se postkapilarni venuly spoji piimo
S roz8ifenymi arteriolami a obejdou tak kapilarni sit’ [135]. Dilatace vétsich cév miize u pacientl

zpusobit arteriovendzni malformace v plicich, mozku a jatrech [136].

Jsou znamy dvé formy tohoto onemocnéni — HHT-1 zplsobené mutaci ENG [137] a

HHT-2 zptisobené mutaci ALK-1 [138].

Vypnuti obou alel pro ENG je pro mysi letalni [76]. Heterozygotni model mysi
s vypnutim jedné alely pro ENG byl vytvotfen zpétnym kiizenim kmenti 129/0Ola a B6. U téchto
mysi byla pozorovana teleangiektazie zejména na usnich boltcich a na ocase, ktera nékdy vedla
az ke ztraté jeho Casti. Zavaznost onemocnéni se zvySovala s v€kem, u mysi starSich osmi
mésicl se projevovala ztratou hmotnosti, zavaznym krvacenim a omezenou mobilitou. Jsou
znamy i dal$i heterozygotni ENG deficientni mysi modely zalozené na rtiznych mysich

kmenech (B6 a CD1), av§ak u modelu 129/0Ola jsou projevy onemocnéni nejzavaznéjsi [76].

2.7.2 Endoglin conditional knockout mysi model

Jak jiz bylo zminéno, ENG deficientni mysi homozygoti umiraji béhem intrauterinniho
vyvoje [76]. Tento model tedy nelze vyuzit pro studium ENG u dospélych mysi. V roce 2007
byl vyvinut mysi model, kde je gen pro ENG inaktivovan, tzv. conditional knockout. Za pouZiti
enzymu Cre-rekombinazy jsou z genu pro ENG vystiizeny exony 5 a 6, a tak se gen pro ENG

stava nefunkénim, dochazi k tzv. frameshift mutaci (Obr. 8). V piipadé inducibilniho modelu
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je pouzita inducubilni forma Cre-rekombindzy (CreERT2), kterd se aktivuje pomoci
tamoxifenu. Existuji dvé linie inducibilni formy Cre-rekombinazy — pro endotel specificka
Cdh5(PAC)-CreERT2 a linie exprimovana vSemi bunkami Rosa26-CreERT2 [139]. Pro
studium endotelovych bun¢k a funkce jejich genti byl specidln€ vyvinut model transgennich

mysi Tie2-Cre, kde je exprese Cre-rekombinazy fizena Tie2 promotorem [140].

Obdobny model ptfedstavuje conditional knockout pro gen ALK-1 (znamy také jako
Acvrll), kde dochazi k vystfizeni exont 4, 5 a 6 a nasledné frameshift mutaci [141]. Spole¢né
s conditional knockout modelem pro ENG lIze tento model vyuzit pro studium Iécby

arterioven6znich malformaci [142].

Eng floxed allele B Acvrll floxed allele
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Obrazek 8: Conditional knockout model pro ENG a ALK-1 (Acvrll). Pomoci Cre-rekombindzy dochdzi
k deleci exonti 5 a 6 u genu pro ENG (A) a k deleci exont 4-6 u genu pro ALK-1 (B). Diky ndsledné
frameshift mutaci dochdzi k vytvoreni nefunkcniho proteinu [141].

2.7.3 Sol-Eng™ transgenni mys$i model

Pro studium uc¢inkid SENG na endotel byl vyvinut transgenni mysi model s vysokou
hladinou lidského SENG v plazmé (Sol-Eng*). ENG konstrukt obsahujici AMK 26-437 fizeny
aktinovym promoterem byl injikovan do oplodnénych vaji¢ek kmene CBAxC57BL/6J. Tento
model byl vytvofen zejména za icelem studia preeklampsie. Vyznacuje se hypertenzi, malou
velikosti mlad’at, proteinurii a poskozenim ledvin [95]. Diky vysoké homologii lidského a

mysiho ENG (z 99 % se sekvence prekryvaji a z 69 % jsou identické) lze model s vyhodou
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vyuzit pro studium G¢inkd sENG u mysi, z hlediska funkce je lidsky a my$i ENG ekvivalentni

[66, 143]. Model s vysokymi hladinami mySiho SENG neni v sou¢asné dob& dostupny.

Hladiny sENG se u Sol-Eng” modelu pohybuji kolem 2000 ng/ml plazmy, jsou tedy
mnohonésobn¢ vyssi nez u béznych wild type mysi. Zaroven jsou tyto hladiny vyssi nez u
preeklamptickych pacientek, kde se tyto hodnoty pohybuji kolem 70 ng/ml plazmy [144]. I pies
tuto limitu by Sol-Eng* model mohl piedstavovat vhodny my$i model pro studium endotelové

dysfunkce.
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. Cile prace

Analyza soucasné literatury zabyvajici se problematikou tkénového a solubilniho

endoglinu a jejich vztahu k endotelové dysfunkci a ateroskleréze.

Sledovani zmén exprese endoglinu v aorté mysiho modelu ateroskler6zy a sledovani

jeho mozné koexprese s adheznimi molekulami a molekulou eNOS.

Studium endotelové dysfunkce u myS$iho modelu s vysokou expresi lidského

solubilniho endoglinu v plazmé po podani standardni (chow) diety.

Studium endotelové dysfunkce u mysitho modelu s vysokou expresi lidského

solubilniho endoglinu v plazmé& po podéani vysokotukové diety.
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4. Komentare k pracim

Tato disertacni prace je predkladana jako soubor komentovanych praci. Tti prace jsou
otistény v odbornych ¢asopisech s impaktnim faktorem. Jedna z téchto praci je zpracovana
jako ptehledovy ¢lanek shrnujici soucasné poznatky (review) a zbylé tii prace jsou pivodni

(experimentalni). Autorka je ve vSech pracich uvedena pod rodnym piijmenim Jezkova.

4.1. Endoglin is not expressed with cell adhesion molecules in aorta during atherogenesis

in apoE-deficient mice

4.2. High soluble endoglin levels do not induce endothelial dysfunction in mouse aorta

4.3. High levels of soluble endoglin induce pro-inflammatory and oxidative stress
phenotype associated with preserved NO-dependent vasodilatation in aorta from mice

fed high fat diet

4.4. Soluble endoglin, hypercholesterolemia and endothelial dysfunction
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4.1. Endoglin is not expressed with cell adhesion molecules in aorta during

atherogenesis in apoE-deficient mice

Rathouska J.*, Jezkova K.*, Nemeckova I., Zemankova L., Varejckova M., Nachtigal P., Histol

Histopathol (2015) 30: 233-244; (IF= 2.281) * These authors contributed equally to this work.

V této histologické studii jsme se snazili objasnit zmény exprese tkaiového ENG béhem
aterogeneze a zjistit, zda jsou rozdily v expresi ve dvou odlisnych usecich aorty (kofen aorty a
ascendentni aorta) u apoE deficientnich mysi. V nasich ptedchozich studiich byla exprese ENG
u apoE/LDLR mysi prokazana vyhradné v endotelovych buinkach kofene aorty [57, 58, 81].
Nedavna studie prokazala, ze se ENG podili na adhezi a transmigraci leukocytt ve venulach a
pusobi tak obdobné jako adhezni molekuly béhem zanétu [145]. Zajimalo nas tedy, zda
podobnou situaci miizeme pozorovat i v aort€¢ a zda je ENG v aorté exprimovan spole¢né

s adheznimi molekulami.

Ve studii byly pouzity tii skupiny apoE deficientnich mysi, kterym byla podavana
standardni dieta a dieta s vysokym obsahem tuku (tzv. Western type dieta) ve snaze dosahnout
rizného stadia aterogeneze. Pomoci systematického ndhodného vybéru fezii mysi aorty a
imunohistochemického barveni byla zhodnocena exprese ENG a adheznich molekul

P-selektinu a VCAM-1.

Histologicka studie prokézala expresi ENG v endotelovych buiikach kotfene aorty a
endotelovych buikach ascendentni aorty u apoE deficientnich mysi. V oblasti ascendentni
aorty byla exprese ENG v prubéhu aterogeneze variabilni, nikoliv vSak v kofenu aorty. Exprese
ENG byla detekovana vyhradné na endotelu pokryvajicim ateroskleroticky plat, bez ohledu na

velikost platu. Nebyla prokazana koexprese ENG s P-selektinem ani s molekulou VCAM-1,
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coz naznacuje, ze se ENG pravdépodobné nepodili na akumulaci leukocyti v aorté u apoE

deficientnich mysi v prib&hu aterogeneze.
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4.2. High soluble endoglin levels do not induce endothelial dysfunction in

mouse aorta
Nemeckova I.*, Serwadczak A.*, Oujo B.*, Jezkova K., Rathouska J., Fikrova P., Varejckova
M., Bernabeu C., Lopez-Novoa JM., Chlopicki S., Nachtigal P.; PLoS ONE (2015), 10(3):

e0119665; (IF=3.534) * These authors contributed equally to this work.

V této praci jsme se zaméfili na studium endotelové dysfunkce u mySiho modelu
s vysokou expresi lidského SENG v plazmé. Vysoké hladiny sENG byly detekovany u
nejruznéjsich kardiovaskularnich onemocnéni [96, 98, 99, 101] a podili se rovnéZz na patogenezi
preeklampsie [104]. Zda se tedy, ze by se SENG mohl podilet na rozvoji endotelové dysfunkce.

Dosud vsak neexistuje studie, ktera by tuto hypotézu potvrdila nebo vyvratila.

V této studii byly pouzity transgenni mysi kmene CBAxC57BL/6J s vysokou hladinou
SENG v plazmé (Sol-Eng", sledovana skupina) a jejich sourozenci s nizkou hladinou SENG
(kontrolni skupina) ve véku 4-6 mésict na standardni diet¢.

Sledovana skupina vykazovala vys$$i hladiny sENG v plazmé a vys$§i krevni tlak
V porovnani se skupinou kontrolni. Analyza aorty ex vivo pomoci myografu v§ak neprokazala
zhorSenou odpovéd’ endotelu Sol-Eng™ mysi na podani acetylcholinu, mezi sledovanou a
kontrolni skupinou nebyl ve vazodilataci pozorovan signifikantni rozdil. Stejné tak nebyly
pozorovany rozdily v expresi markerti endotelové funkce/dysfunkce v aorté (eNOS, VCAM-1,
ICAM-1). Vysledky této studie naznacuji, ze vysoké hladiny SENG nemaji u téchto mysi po

podani standardni diety vliv na funkci endotelu.
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4.3. High levels of soluble endoglin induce pro-inflammatory and oxidative
stress phenotype associated with preserved NO-dependent vasodilatation in
aorta from mice fed high fat diet
Jezkova K.*, Rathouska J.*, Nemeckova I., Fikrova P., Dolezelova E., Varejckova M.,
Vitverova B., Tysonova K., Serwadczak A., Buczek E., Bernabeu C., Lopez-Novoa JM.,
Chlopicki S., Nachtigal P. Prdce je prijata casopisem JVasc Res (2016); (IF= 2.186)

* These authors contributed equally to this work.

V ptredchozi studii se nam nepodafilo prokazat endotelovou dysfunkci v aorté¢ u
Sol-Eng” mysi krmenych standardni dietou. Vé&tSina patologii, jako je hypertenze, diabetes
mellitus II nebo ateroskleroza, je vsak doprovazena hypercholesterolémii. Proto jsme se v této
studii zaméfili na studium endotelové dysfunkce u Sol-Eng* mysi po podéani vysokotukové
diety.

Pouzili jsme Sol-Eng” mysi s vysokymi hladinami lidského sENG v plazmé (Sol-Eng",
sledovana skupina) a jejich sourozence s nizkymi hladinami sENG v plazmé (kontrolni
skupina) ve véku Sesti mesici, které jsme krmili vysokotukovou dietou (1,25 % cholesterolu a
40 % tuku) po dobu tiech mésict.

Podani vysokotukové diety vedlo vobou skupinach mysi k rozvoji mirné
hypercholesterolémie. Western blot analyza aorty prokazala zvySenou expresi pro-zanétlivych
ukazateli (P-selektin, ICAM-1, pNF«kB, COX-2) a ukazateli oxida¢niho stresu (HO-1,
NOX-1, NOX-2) u sledované skupiny v porovnani s kontrolni skupinou. Analyza aorty ex vivo
piekvapivé prokazala zhorSenou vazodilataci u kontrolni skupiny, u sledované skupiny byla
vazodilatace po podani acetylcholinu zachovana. V expresi eNOS a jeho fosforylovanych forem

(peNOS Ser1177, peNOS Ser632) se vsak ob¢ skupiny nelisily.
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Vysledky této studie prokazaly, ze kombinace vysokych hladin sENG a
hypercholesterolémie zpiisobila aktivaci pro-zanétlivych ukazatell a ukazatelli oxidacniho
stresu v mysi aorte. Zarovein jsme pozorovali poskozenou vazodilata¢ni odpovéd’ cévy zavislou
na NO u kontrolni skupiny. U sledované skupiny byla tato odpovéd’ piekvapivé zachovana, coz
muze naznacovat kompenzacni odpovéd’ aorty v reakci na jeji poskozeni. Mechanismus této
mozné kompenzacéni odpovédi se ndm prozatim nepodatilo objasnit a je soucasti pokracujicich

studii.
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4.4. Soluble endoglin, hypercholesterolemia and endothelial dysfunction
Rathouska J., Jezkova K., Nemeckova I., Nachtigal P.; Atherosclerosis 243 (2015) 383-388;

(IF= 3.994)

Hlavnim cilem tohoto piehledového ¢lanku bylo souhrnné zhodnotit vyznam sENG u
kardiovaskularnich onemocnéni se zaméfenim na endotelovou dysfunkci a hladiny
cholesterolu. Hypercholesterolémie je jednim z nejvice studovanych rizikovych faktort ve
spojitosti s aterosklerdzou a endotelovou dysfunkci. Zvysené hladiny sENG byly pozorovany
u pacientt s aterosklerdzou a jeho hladiny korelovaly s hladinami celkového cholesterolu [96].
V tomto c¢lanku jsme diskutovali sENG jako mozny biomarker progrese a 1écby
kardiovaskularnich onemocnéni a endotelové dysfunkce. Déle se zabyvame moznou interakci

SENG s TGF-B/eNOS a BMP-9 signalizac¢ni drahou.

Soucasti této piehledové prace byl rovnéz souhrn vysledki nasich dlouhodobych studii
na nékolika mySich modelech aterosklerozy [57, 58, 146] popisujici rizna stadia aterogeneze
ve vztahu ke konkrétnim hladindm cholesterolu. Tyto vysledky jsme dali do souvislosti
s hladinami sENG. Prokazali jsme pozitivni korelaci mezi hladinami SENG a celkového
cholesterolu u C57BL/6J mysi, apoE deficientnich mysi krmenych standardni dietou a u apoE
deficientnich a apoE/LDLR deficientnich mysi krmenych cholesterolovou dietou. Zaroven
jsme prokazali, Ze nejvyssi hladina SENG byla v porovnani s ostatnimi skupinami pozorovana
u apoE/LDLR deficientnich mysi krmenych cholesterolovou dietou, tedy u skupiny s nejvétsi
progresi aterosklerozy. Piekvapivé se nam nepodatilo prokazat pozitivni korelaci mezi

hladinami cholesterolu, pfipadné SENG, a velikosti aterosklerotickych plata.

V zavéru ¢lanku jsme diskutovali roli SENG jako potenciondlniho induktoru endotelové

dysfunkce.
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5. Souhrnna diskuze a shrnuti

Hlavnim tématem této disertacni prace bylo studium tkanového ENG a sENG ve vztahu
k aterosklerdze a endotelové dysfunkci u riznych mysich modelti. Mnoho piehledovych studii
diskutuje roli tkanového ENG u kardiovaskularnich onemocnéni, jako je hereditarni
hemoragicka teleangiektazie [134], preeklampsie [104] a ateroskleroza [147]. Nékolik studii
prokézalo zménu exprese tkaniového ENG béhem riiznych stadii aterogeneze. Narusena exprese
ENG vedla ke snizeni aktivity eNOS a k naruseni vazodilatace zavislé na NO [148]. Bylo
rovnéZ prokazano, Ze ENG je schopen zvySovat eNOS ovlivnénim Smad 2 signaliza¢ni drahy
[149]. Exprese ENG byla také zvySena pii poSkozeni cévy, coz naznacuje, Ze by ENG mohl
hrat roli béhem reparacnich procest [70]. Byla rovnéZ popsana souvislost mezi expresi ENG a
zvySenou fibrozou a stabilitou aterosklerotického platu [150]. Vysledky téchto studii
predpokladaji, Ze by tkanovy ENG mohl hrat protektivni roli v rozvoji endotelové dysfunkce a
béhem aterogeneze. Na druhou stranu, existuji také studie, kde exprese ENG koreluje s progresi
ateroskler6zy. Kontroverzni role tkanového ENG v ateroskleréze byla neddvno shrnuta
Vv ptehledovém ¢lanku [151].

Bylo prokazéno, ze se tkaiiovy ENG ucastni adheze a prostupu leukocytli béhem zanétu
ve venulach [145]. V na$i histologické studii jsme se zabyvali moznou koexpresi ENG
s adheznimi molekulami (ICAM-1 a P-selektin) a molekulou eNOS v aterosklerotickych
platech aorty u apoE deficientnich mysi. Vysledky této studie prokazaly, ze ENG neni
exprimovan spole¢né s adheznimi molekulami a pravdépodobné se tak nepodili na akumulaci
leukocytd v mysi aorté v priib&éhu aterogeneze . Jeho role z hlediska zanétu miize souviset s tim,
Vv jaké céve je jeho exprese studovana a musime tedy rozliSovat mezi mikro a makrocirkulaci.
[152].

Zvysené  hladiny SsENG byly, kromé preeklampsie, pozorovany u

pacienti aterosklerozou [96], hypertenzi [101], hypercholesterolémii [98] a u pacienti
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s diabetes mellitus typu Il [101]. Hladiny sENG jsou davany do souvislosti s preeklampsii a
nadorovymi onemocnénimi [35, 153]. ZvySené hladiny sENG rovnéz souvisi s morfologii
aterosklerotického platu a koreluji s nestabilni anginou pectoris, akutnim infarktem myokardu
a remodelaci srdce po infarktu [102]. V dalsi studii byla prokazana poskozena vazodilatace
mesenterickych cév po podani sENG prostiednictvim adenoviru. Zaroven byla pozorovana
zvySena exprese adheznich molekul a zvySené zachytavani a prostup leukocytti [56]. SENG by
se tedy mohl spolupodilet na vzniku ¢i rozvoji endotelové dysfunkce.

Pro studium vlivu sSENG na endotel byl pfed nedavnem vyvinut mysi kmen
CBAXC57BL/6J s vysokou hladinou lidského sENG v plazmé (Sol-Eng®). Tento kmen se
vyznacuje hypertenzi, malou velikosti mlad’at, proteinurii a poskozenim ledvin — fenotypové
tedy pfipomina preeklampsii [95]. My jsme tento kmen vyuzili v nasi studii, kde jsme sledovali
vliv vysokych hladin lidského sSENG na rozvoj endotelové dysfunkce. Nepozorovali jsme zadné
zmény u vazodilatace a produkce NO mezi skupinou mysi S vysokymi hladinami sENG
(Sol-Eng*, sledovana skupina) a skupinou mysi s nizkymi hladinami SENG (kontrolni skupina)
na standardni dietd. Zadné zmény jsme nepozorovali ani v expresi adheznich molekul. Vliv
SENG na rozvoj endotelové dysfunkce se nam v této studii prokazat nepodatilo [154].

Hypertenze, ateroskler6za a diabetes mellitus typu II jsou soucasné doprovazeny
hypercholesterolémii nebo dyslipidémii. Proto jsme v dalsi studii pouzili stejny kmen mysi
(Sol-Eng*) a podavali jsme jim vysokotukovou dietu (1,25 % cholesterolu, 40 % tuku) po dobu
ttech mésict. Vysledky této studie prokazaly, ze vysoké hladiny SENG spole¢né s
hypercholesterolémii u sledované skupiny zptisobily aktivaci pro-zanétlivych ukazatelli a
ukazatelli oxida¢niho stresu v mysi aorté. Pomérné piekvapivé vSak vazodilataéni odpoveéd’
zavisla na NO byla poskozena u skupiny s nizkymi hladinami SENG a u skupiny s vysokymi
hladinami sSENG byla odpovéd’ zachovana. Toto miize naznacovat jistou kompenzacni odpoveéd

aorty na jeji poSkozeni u sledované skupiny mysi. Exprese VEGF, eNOS a jeho
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fosforylovanych forem, které by se na této kompenzacni odpovédi mohly podilet, vSak
neprokézala zadné rozdily mezi sledovanou a kontrolni skupinou. Sledovali jsme i expresi
SOD-3 a kataldzy, které za urcitych okolnosti mohou zlepSovat vazodilataci diky svému
antioxida¢nimu plsobeni [155-157]. | v tomto piipadé nebyl mezi skupinami v expresi rozdil.
Pozorovali jsme vSak zvySenou expresi HO-1 u skupiny s vysokymi hladinami sENG. HO-1 je
inducibilni enzym, jehoZ exprese se zvySuje béhem oxida¢niho stresu a zanétu [158].
Katalyticka aktivita HO-1 je schopna z hemové skupiny uvoliiovat oxid uhelnaty (CO), ktery
muize aktivovat guanylatcyklazu podobné jako NO [159]. Nekolik studii prokéazalo souvislost
mezi CO a NO. CO je schopen aktivovat guanylatcyklazu, pokud jsou hladiny NO nizké [160].
V této chvili ptedpokladame, ze by zvysend exprese HO-1 a nasledné uvolnéni CO mohlo
predstavovat mozny kompenza¢ni mechanismus a vysvétlit tak zachovalou vazodilatacni
odpovéd u sledované skupiny (i pies detekci zanétu a oxidacniho stresu), nicméné pro potvrzeni
této hypotézy jsou nutné dalsi studie.

Souvislostem mezi hypercholesterolémii a sENG jsme se vénovali i v nasem
piehledovém ¢lanku, kde jsme shrnuli vysledky nasich dlouhodobych studii na mySich
modelech aterosklerdzy. Prokazali jsme pozitivni korelaci mezi hladinami sEng a celkového
cholesterolu u C57BL/6J mysi, apoE deficientnich mysi krmenych standardni dietou a u apoE
deficientnich a apoE/LDLR deficientnich mysi krmenych cholesterolovou dietou. Zaroven se
nam podafilo prokazat, Ze nejvyssi hladina sENG byla, v porovnani s ostatnimi skupinami,
pozorovana u apoE/LDLR deficientnich mysi krmenych cholesterolovou dietou, tedy u skupiny
S nejvetsi progresi aterosklerozy.

Celkov¢ lze tedy konstatovat, ze SENG by mohl byt zajimavym ukazatelem progrese a
1é€by mnoha kardiovaskuldrnich onemocnéni spojenych s endotelovou dysfunkci a
hypercholesterolémii. Mechanismus jeho plisobeni na endotel vSak zlstava stile nejasny,

zejména s ohledem na cévy, ve kterych miize probihat aterogeneze.
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6. Zavéry

Bylo prokédzano, ze ENG u ApoE deficientnich my$i neni exprimovéan spole¢né
s adheznimi molekulami (ICAM-1 a P-selektin) v mysi aort¢ a pravdépodobné se tak
nepodili na akumulaci leu kocytt a jejich piestupu pies endotel v pribéh aterogenniho
procesu u mysi. Zaroven byl extrakardidlni Gsek aorty oznacCen za relevantnéjsi pro
studium zmén exprese ENG Vv prub¢hu aterogeneze, oproti oblasti aortalniho sinu, kde

se jeho exprese béhem procesu aterogeneze neménila.

U mysi s vysokou hladinou lidského SENG v plazmé (Sol-Eng*) na standardni dieté se
nam nepodafilo prokazat indukci endotelové dysfunkce v aorté. Vazodilata¢ni odpoveéd
aorty zavisla na NO a exprese adheznich molekul se u mysi s nizkou a vysokou hladinou

sENG nelisila.

Prokézali jsme, Ze vysoké hladiny SENG spolecné s hypercholesterolémii zplsobuji
aktivaci pro-zanétlivych ukazatelit (ICAM-1, P-selektin, COX-1, pNFkB) a ukazatelii
oxida¢niho stresu (NOX-1, NOX-2, HO-1) v aorté¢ mysi s vysokou hladinou lidského
SENG (Sol-Eng®). Vazodilataéni odpoveéd’ zavisla na NO vSak byla poSkozena u
skupiny s nizkou hladinou sENG a u skupiny s vysokou hladinou SENG byla tato

odpovéd’ zachovana. Mechanismus této odpoveédi je soucasti dalSich studii.

V piehledové studii jsme prokdzali pozitivni korelaci hladin sENG a celkového

cholesterolu u C57BL/6J mysi, apoE deficientnich mysi krmenych standardni dietou a
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u apoE deficientnich a apoE/LDLR deficientnich myS$i krmenych cholesterolovou
dietou. Nejvyssi hladina SENG byla, v porovnani s ostatnimi skupinami, pozorovana u
apoE/LDLR deficientnich mysi krmenych cholesterolovou dietou, tedy u skupiny s
nejvetsi progresi aterosklerdzy. V této studii jsme zaroven shrnuli soucasné poznatky o

SENG a jeho vztahu k endotelové dysfunkci a aterogenezi.
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7. Podil piredkladatelky na publikovanych pracich zahrnutych

Vv disertacni praci

Rathouska J., Jezkova K., Nemeckova I., Zemankova L., Varejckova M., Nachtigal P. 2015.
Endoglin is not expressed with cell adhesion molecules in aorta during atherogenesis in apoE-
deficient mice. Histol Histopathol 30:233-244; (IF= 2.281)

¢ Imunohistochemické barveni pro stanoveni exprese endoglinu, P-selektinu a VCAM-1

e Podil na sepisovani manuskriptu

Nemeckova ., Serwadczak A., Oujo B., Jezkova K., Rathouska J., Fikrova P., Varejckova M.,
Bernabeu C., Lopez-Novoa JM., Chlopicki S., Nachtigal P. 2015. High soluble endoglin levels
do not induce endothelial dysfunction in mouse aorta. PLoS One 10:e0119665; (IF= 3.534)

e Préce se zvifaty, mnoZeni a ptiprava zvitat ke studii

e Western blot analyza

e ELISA analyza

e Podil na sepisovani manuskriptu

Jezkova K., Rathouska J., Nemeckova I., Fikrova P., Dolezelova E., VVarejckova M., Vitverova
B., Tysonova K., Serwadczak A., Buczek E., Bernabeu C., Lopez-Novoa JM., Chlopicki S.,
Nachtigal P. High levels of soluble endoglin induce pro-inflammatory and oxidative stress
phenotype associated with preserved NO-dependent vasodilatation in aorta from mice fed high
fat diet. Prdce je prijata casopisem J Vasc Res (2016); (IF=2.186)

e Prace se zvifaty, mnoZzeni a pfiprava zvitat ke studii

e Western blot analyza
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e ELISA analyza
e Funk¢ni analyza cév pomoci myografu

e Hlavni podil na analyze dat a textu publikace

Rathouska J., Jezkova K., Nemeckova 1., Nachtigal P. 2015. Soluble endoglin,
hypercholesterolemia and endothelial dysfunction. Atherosclerosis 243:383-388; (IF= 3.994)

e Podil na sepisovani manuskriptu
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